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制 2009 H1N1pdm 病毒的 HA 特异性单抗，应用这些单抗开展了三方面的研究工




第一，在疫情爆发初期分离并培养了 25 株 2009 H1N1pdm 流感病毒。根据
病毒 HA1 关键抗原性位点的突变，从中选了 5 株代表性病毒株用于单抗制备和
评价，建立了一个包含 70 株 HA 特异性单抗的单抗库。随着病毒的持续分离，






测下限为 103.0±0.4 TCID50/mL (0.009±0.005 HA titer )，且对非 2009 H1N1pdm 流感
病毒及其他呼吸道病原体无交叉。临床标本评价显示，试剂盒的灵敏度为 92.3%，
特异性为 97.7%。 
第三，本研究建立了 2009 H1N1pdm 流感病毒小鼠的动物感染模型，并应用
















后一周左右全部死亡，结果还显示单抗 6B9 的最低有效给药剂量为 2.5mg/kg。 
第四，应用单抗盘对 2009 H1N1pdm 病毒进行监测分析，发现多个可能引起
抗原性漂移的氨基酸变异，为 2009 H1N1pdm 病毒的抗原性变异监测提供了一个
新的研究工具，有效弥补分子进化分析方法的不足。基于单抗对病毒的变异监测
研究结果，重新确定了单抗盘分类（M1-M10 类），并选出 8 株代表性变异毒株
组成最终的病毒盘。 




















H1N1 influenza virus is one of seasonal influenza virus that affects health of 
human beings,which has historically caused global pandemic twice.Yet it catched the 
world’s attention once again in April, 2009,when H1N1 influenza virus resulted in 
another pandemic.The control of pandemic needs diagnostic kit with high sensitivity 
and specificity.Continuous mutation of virus indicates the importance of mastering the 
rule of variation.And the fact that the virus had gotten the resistance to NA-inhibitor 
gradually also indicates the necessity of antibody durg,Hemagglutinin (HA), a  
membrane protein and closely related with the antigenicity and virulence of influenza 
virus,is a major target of diagnosis and treatment.This study prepares anti-HA 
monoclonal antibody and then does three aspects of work in use of these antibodies: 
(1) developing antigen diagnotic reagent of 2009 H1N1pdm (2) studying treatment of 
anti-HA monoclonal antibody (3) analyzing antigenic variation of 2009 H1N1pdm. 
First of all,the work of isolatsion and culture of 2009 H1N1pdm influenza virus 
was done at the early stage of pandemic.Five representative strains were chosen from  
25 strains isolated to prepare monoclonal antibody according to the mutations in 
antigenic sites.Then a bank containing 70 HA specific MAbs was established.Along 
with the continuous isolation,66 strains in all were isolated until the end of 2009 ,and 
the isolation rate was 76.7%.Then another two representatives were chosen.On the 
basis of reactive spectrum to above 7 representative strains,all MAbs can be classified 
to six categories(M1-M6) and 17 representive MAbs were selected as a panel to 
monitor and characterize the antigenic variation of 2009 H1N1pdm virus. 
Secondly,screened the best pair （10B4+1E12-HRP） from MAb bank used in 
ELISA Kit for detection of 2009 H1N1pdm.The lower detection limit of kit is 10
3.0±0.4
 
TCID50/ml (0.009±0.005 HA titer) on cultural virus .Evaluation the cross-reaction of 
kit reveals good specificity of it through detecting non-pH1N1 Flu and other common 
respiratory pathogens.Moreover,the sensitivity and specificity of kit are 92.3% and 
97.7% respectively in test of clinical specimens. 
Thirdly,setting up a mouse model to evaluate the therapy of anti-HA monoclonal 
antibody.And the result showed that MAb 6B9 could clean the virus in lung of mice 















dose is 2.5mg/kg. 
Finally,in application of MAb panel,this study monitored and characterized the 
antigenic variation of 2009 H1N1pdm virus and found out some antigenic drifts in 
virus.The result indicates that the MAb panel should be a complementary tool to 
molecular analysis of evolution in master of variation. According to different 
reactivities of antibodies to virus,the MAb panel was newly divided into ten 
categories (M1-M10),and three more 2009 H1N1pdm virus strains were added into 
primary virus panel becoming a new one. 
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第一章 前 言 
2009 年爆发的甲型 H1N1 流感病毒（2009 H1N1pdm）大流行，在全球范围
内造成了严重的社会恐慌和巨大的经济损失，截止 2010 年 8 月，全球已有 214
个国家和地区报道了确诊病例和 18449 个死亡病例（图 1.1）[1-2]。此次甲型 H1N1
流感疫情最早发生于墨西哥城，由于在疫情爆发初期缺乏有效的诊断和控制手段，








H1N1pdm 的持续变异，出现越来越多的 NA 抑制剂的耐药株，特别是在人们发
现一些基因突变或重组会导致病毒毒力增强之后，抗体治疗药物成为了一个新的
研究方向。本研究以 2009 H1N1pdm 为研究对象，建立其血凝素特异性单克隆抗
体库，进而开展诊断试剂的研制、单抗疗效评价和病毒的抗原性变异分析等工作，
为疫情防控和疫苗开发提供技术手段和理论基础。 
 2009 H1N1pdm 流感病毒是一种甲型流感病毒，因此，认识甲型流感病毒
















图 1.1 确诊病例数与死亡人数分布图[1] 
Fig.1.1 Map of confirmed cases and number of death 
































图 1.2 流感病毒的命名图解 








图 1.3 流感病毒颗粒电镜图 
Fig.1.3 The Electron micrographs of influenza virus virions 




















囊膜表面有密集排列的由表面糖蛋白（HA 和 NA）组成的刺突，长度约为 12-14nm，
构成流感病毒囊膜的最外层：糖蛋白层。同时病毒囊膜还嵌有 M2 蛋白。病毒颗
粒的核心在电子显微镜下呈电子致密状，主要由病毒 RNA、NP 蛋白、RNA 聚
合酶（PB1、PB2 及 PA）共同形成的具有特定构象的结构核糖蛋白体（RNP）组















和两个非结构蛋白（NS1 和 NS2）。根据分子量大小，8 条基因分别为片段 1–8，
其中的片断 7 和片段 8 分别各编码两种蛋白[7]，参见表 1.1 和图 1.4。近年来有报
道认为 PB1 基因的编码产物还可产生一种小肽 PB–F2，可能在诱导宿主细胞凋
亡过程中发挥重要作用[9]。 















核苷酸，序列为 GGAACAAAGUGA-5’（2）所有片段的 3’端有 12 个高度保守的
核苷酸，序列为 3'-UCGUUU-UCGUCC，靠近 3’端的第 4 个碱基为 U 或 C（3）
5’端 15–21 核苷酸处还有一保守区，是由 5–7 个碱基组成的 Poly U 序列，是病
毒 mRNA 合成终止时产生 Poly A 的信号肽[7]。 
 
图 1.4 流感病毒结构模拟图 
Fig.1.4 The structure of the influenza virus particle 
Note：Modified from website：
http://www.virology.ws/2009/04/30/structure-of-influenza-virus/ 
表 1.1 流感病毒 A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1)的基因组及其编码蛋白 
Tab. 1.1 The genomic segments of influenza A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) 
RNA 片段 mRNA 长度（bp） 编码蛋白 多肽长度（aa） 
1 2320 PB2 759 
2 2320 PB1/PB1-F2 757/87 
3 2211 PA 716 
4 1757 HA 550 
5 1540 NP 498 
6 1392 NA 454 
7 1005 M1/M2 252/97 
8 868 NS1/NS2 230/121 
1.1.3.2 流感病毒基因编码的主要蛋白  
















1.1.3.2.1  血凝素（Hemagglutinin，HA） 





HA 的一级结构由信号肽、胞浆域、跨膜区和胞外域等 4 个结构域构成。信
号肽位于氨基端，由 12-16 个疏水性氨基酸组成。跨膜区位于 HA2 末端 185-221
处。HA 呈柱状，为三聚体，是由 3 条糖基化的多肽分子以非共价键的形式聚合
而成[12-13]（图 1.5）。从图中可以看出，HA 的结构主要由呈球形的 HA1 亚单位
组成的头部以及由 HA1 的片段和 HA2 组成的柄部所构成。HA 前体 HA0 经蛋白
酶水解可变成 HA1 和 HA2，水解后的 HA1 和 HA2 通过二硫键共价连接，HA1
的 N 端在膜上开始向外延伸 13.5 pm,再折叠回来,由 HA2 的 C 端插入膜内。HA0
能否被水解成 HA1 及 HA2 是病毒感染宿主细胞的先决条件，也是病毒致病毒力
高低的关键因素，如 HA 易于被切割为 HA1 和 HA2 两部分，毒株就有较高致病
力,反之则较低。HA1 是主要的抗原决定区，也是病毒感染宿主细胞时的结合部
位[14-17]。 





究发现，这种结合特性的差异与 HA 上的受体结合位点处第 226 位氨基酸类型的
不同密切相关，当该位点氨基酸残基是 Gln，形成唾液酸-α-2,3-N-乙酰神经氨酸
半乳糖受体；当该位点氨基酸残基为 Leu，形成唾液酸 α-2,6-N 乙酰神经氨酸半
乳糖；当该位点氨基酸残基为 Met，则同时具有唾液酸-α-2,3-N-乙酰神经氨酸半
乳糖和唾液酸 α-2,6-N 乙酰神经氨酸半乳糖两种受体的结合特性[19]。受体结合位
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